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摘要 目的 : 为 真 核 表 达 猪 白细胞 介 素 17(1IL-17) ， 研 究 产物 在 细胞 培养 下 的 免疫 生物 
活性 。 方 法 :通过 PCR 扩 增 出 猪 IL-17 基因 并 插入 到 真 核 表达 载体 pVAV1, 然后 转 染 到 IPEC-J2 
细胞 、HaCaT 细胞 和 [L02 细胞 中 。 在 转 染 后 第 24、48 和 72h 收集 细胞 ， 第 48h 收集 上 清 液 。 
收集 细胞 通过 实时 荧光 定量 PCR 检测 相关 免疫 基因 的 表达 水 平 ,收集 上 清 液 通过 抑 菌 试验 检 
测 相 关 抗 菌 肽 的 生物 活性 。 结 果 : 采用 pVAX1 载体 构建 了 表达 猪 1L-17 的 重组 质粒 ， 转 染 到 
细胞 中 。 证 实 IL-17 基因 能 诱导 抗菌 肽 基因 (Regill, S100A8 和 BD2) 的 表达 ， 显 著 上 调 
JAK-STAT 信号 通路 基因 (JAK1、STAT1 和 STAT3) 和 细胞 因子 基因 (IL-6, IL-12 和 TNF- a ) 
的 表达 。 此外, 细胞 上 清 液 能 够 在 不 同 程度 上 抑制 大 肠 杆菌 及 金黄 色 葡 萄 球菌 的 增殖 。 结 论 : 
成 功 将 猪 1L-17 基因 真 核 表 达 ， 其 表达 产物 能 诱导 效应 细胞 表达 多 种 细胞 因子 , 产生 多 种 抗 
Bu, LAMBRA: 这 为 进一步 研发 猪 1L-17 作为 抗菌 免疫 分 子 制剂 商定 了 初步 基础 。 

关键 词 猪 白细胞 介 素 17 细胞 转 染 ”免疫 抑 菌 效应 


白细胞 介 素 17(Interleukin 17, IL-17) 是 一 种 主要 由 Th17 细胞 、 单 核 细 胞 和 中 性 粒 细胞 等 
分 泌 产 生 的 多 功能 促 炎 细胞 因子 帆 。 Rouvier 等 在 1993 年 首次 从 活化 的 工 细 胞 杂交 瘤 中 克隆 
出 CTLA8 的 cDNA 序列 ， 其 相关 蛋白 被 命名 为 IL-17D。IL-17 受 体 (IL-17R) 在 体内 分 布 广 
Z, 在 肠 上 皮 细 胞 \ 成 纤维 细胞 、 肌 细胞 和 肝 细 胞 等 多 种 细胞 中 都 有 不 同 程度 表达 Bl。 当 IL-17 
与 受 体 结合 后 ， 可 以 通过 激活 JAK-STAT, NF-kB 和 MAP 激酶 介 导 的 信号 通路 [351。 

IL-17 在 炎症 疾病 、 自 身 免疫 性 疾病 、 肿 瘤 免疫 以 及 先天 免疫 和 宿主 防御 等 多 个 方面 发 
挥 着 重要 作用 [0。IL-17 能 够 诱导 多 种 细胞 表达 IL-6. IL-8. TNF-a fe 2e Al RU Z8 R2 [8] fth 
附 分 子 ICAM-1) 等 来 发 挥 其 生物 学 效应 ， 其 能 促进 细胞 增殖 和 血管 生成 &9]。IL-17 通过 招募 
中 性 粒 细胞 至 炎症 部 位 来 参与 其 介 导 的 炎症 反应 , 使 之 成 为 连接 固有 性 免疫 和 适应 性 免疫 有 
要 的 桥梁 LH。IL-17 还 能 够 直接 作用 于 组 织 的 上 皮 细 胞 ， 诱 导 各 种 免疫 反应 来 对 抗 病 原 体 ， 
并 且 促 进 组 织 的 修复 中。 此 外 ，IL-17 在 肠 道 稳 态 中 也 是 非常 重要 的 ， 其 可 维持 肠 道 寿 膜 屏 
障 的 完整 性 [2。 

研究 还 表明 ，IL-17 能 够 作用 于 各 种 上 皮 细 胞 或 角质 层 细 胞 ， 诱 导 多 种 细胞 因子 、 趋 化 
因子 和 细胞 粘 附 分 子 等 的 产生 ， 随 后 激活 炎症 反应 ,产生 多 种 抗菌 肽 ， 继 而 控制 和 消除 病原 
微生物 的 入 侵 以 维持 机 体 的 稳 态 031。 然 而 ，IL-17 基因 的 研究 多 集中 在 人 和 实验 小 鼠 04419， 
有 关 猪 IL-17 基因 的 生物 活性 的 研究 很 少 07489。 因 此 ， 本 实验 拟 克 隆 猪 IL-17 基因 ， 并 构建 
其 pVAX1 真 核 表 达 载 体 ， 转 染 相 应 的 靶 细 胞 一 一 猪 小 肠 上 皮 细 胞 (CIPEC-J2 细胞 ) 、 人 永 
生化 表皮 细胞 CHaCaT 细胞 ) 和 人 正常 肝 细 胞 CLO2 细胞 ) ， 研 究 其 免疫 生物 活性 及 诱导 产 


pa 


物 抗菌 肽 的 抑 菌 生物 活性 ， 为 研制 新 型 动物 防 病 抗 感染 分 子 生物 制剂 提供 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 材料 


1.1.1 质粒 、 菌 株 和 细胞 真 核 表达 载体 pVAX1- 猪 融合 白细胞 介 素 17/22(PVIL17/22) 工 程 
菌 、pVAX1 载体 工程 菌 ， 由 本 实验 室 保存 ; Trans-T1 Phage Resestant 化 学 感受 态 大 肠 杆菌 购 


# 成 都 市 科技 攻关 项 目 (2015NY-02-0028-NC) ; 四 川 省 科技 项 目 2017HH0023, 2016RZ0034); 科技 部 国际 合 
作 项 目 (2011DFA10101103) 
** 通 讯 作 者 ， 电 子 信箱 : gaorong96@163.com 


自 北 京 全 氏 金 公司 ; 大 肠 杆菌 标准 菌 (ATCC 15306). HAT 


VIE TEMPE RR 
教授 惠 赠 ; HaCat 4 
1.1.2 主要 试剂 


DNA 聚合 酶 购 自 诺 唯 赞 公司 ; 


One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis SuperMix 均 购 自 全 式 金 公司 ; 核酸 内 切 酶 
Kpn I #11 Xho I. TA DNA 连接 酶 、Lipo3000 DNA 转 染 试剂 及 Opti-MEM I IÈ 


胞 ， 由 本 实验 室 保存 。 
质粒 提取 试剂 盒 及 凝 胶 回 收 试剂 盒 均 购 


菌 (ATCC 25923)、 金 黄色 和 葡 菊 球菌 耐 药 菌 ， 由 本 实验 室 保存 ; L02 4 
究 中 心 王刚 研究 员 惠 赠 ; IPEC-J2 4 


茵 耐 药 菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 标准 
yy 


胞 ， 由 四 川 大 学 国家 生 


胞 ， 由 四 川 农业 大 学 动物 营养 所 余 冰 


OMEGA 公司 ; Phanta 高 保 真 
100bp DNA Ladder 、2K Plus DNA Marker 及 TransScript 


清 培 养 基 均 


购 自 Thermo Fisher 公司 ，DMEM、DMEMF12、RPMI1640、 青 链 霉 素 混合 液 、 胰 和 蛋白酶 及 


Jia ^F 
Green Supermix 购 


1.2 方法 


清 均 购 自 HyClone 公司 ; TRIzol 购 自 Invitrogen 公司 ; 
Bio-Rad ZH]; 多 粘 菌 素 B RI-E 358: 2813] 


SsoAdvance Universal SYBR 


HARAR. 


1.2.1 % IL-17 基因 的 扩 增 与 鉴定 以 已 有 的 工程 菌 PVIL17/22 为 模板 ， 用 特异 性 引物 
IL-17F/R, B} IL-17F: 5’°-CGGGGTACCGCCACCATGGATGC-3’, IL-17R: 55-CCGCTCGAGCT 
AAGAAATATGGCGGACG-3`， 扩 增 得 到 目的 基因 ， 序 列 包含 
PCR 体系 及 反应 程序 均 按 照 Phanta 高 保 真 DNA. 聚合 酶 的 说 明 进 行 操作 。 扩 增 片 段 经 19633 
脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ， 按 照 OMEGA 凝 胶 回收 试剂 盒 的 说 明 进 行 纯化 回收 。 

1.2.2 IL-17 重组 真 核 表达 载体 的 构建 与 鉴定 IL-17 A PCR 产物 用 Kpn I /Xho I MAY, 


连接 于 同样 经 过 双 栈 


和 双 酶 切 鉴 定 阳性 转化 子 。 鉴 定 的 阳性 质粒 | 


PV17。 


1.2.3 PV17 转 染 效应 细胞 Y 


TPA fi SAKA IL-17 成 熟 肽 。 


ped 


组 质粒 PV17 及 pVAXI 质粒 的 大 肠 杆 菌 于 LB 培养 基 


IAS pVAXI 载体 中 ， 转 化 至 化 学 感受 态 大 肠 杆菌 ， 随 后 通过 菌 液 PCR 
成 都 擎 科 公 司 测序 。 将 IL-17 重组 载体 命名 为 


T 


扩大 培养 ， 按 照 OMEGA 无 内 毒素 质粒 大 量 提取 试剂 盒 的 说 明 制 备 质 粒 ， 用 于 转 染 实验 。 


复苏 并 接种 IPEC-J2 4 


Hu. HaCaT 细胞 和 L02 细胞 至 6 FLAIR EISE. FR 壁 
时 ， 按 照 Lipo3000 DNA 转 染 试剂 的 说 明 进 行 转 染 实验 。 设 置 转 染 PV17 为 实验 组 ， 转 染 


胞 80% Wi 


pVAX1 空 载体 为 阴性 对 照 , 未 转 染 载 体 为 对 照 组 。 分 别 于 转 染 后 24h. 48h 和 72h 收集 细胞 ， 


转 染 后 48h 收集 上 清 液 。 


1.2.4 荧光 定量 PCR 检测 相关 基因 表达 量 


收集 细胞 按照 TRIzol 试剂 盒 的 说 明 提 


取 总 


RNA, 使 用 TransScript One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis SuperMix 反 转 录 试 剂 盒 


合成 cDNA。 根 据 GenBank 中 报道 的 基因 序列 ， 设 计 并 合成 荧光 定量 PCR 特异 性 引物 ， 共 
质 ， 其 中 ，PPIA 或 GAPDH 为 内 参 基因 ， 


包含 22 个 相关 有 蛋白 


IL-6, IL-12 和 TNF-o 为 细胞 


因子 ，RegIII、S100A8 和 BD2 为 抗菌 肽 ，JAK1、STAT1 和 STAT3 为 JAK-STAT 信和 号 通路 。 


(#21). 


以 稀释 后 cDNA 为 模板 ， 月 


检测 基因 的 相对 表达 量 。 


H3 2 中 的 引物 和 Bio-Rad CFX Connect K J6 Œ PCR 仪 来 
反应 体系 为 15uL; 反应 程序 为 95'C 预 变性 308，95C 变 性 5s， 最 


佳 退火 温度 退火 30s, 40 个 循环 , 燃 解 曲线 为 65-95'C，, 每 5s 上 升 0.5°C. LAPPIA 或 GAPDH 


作为 内 参 基因 ， 由 2^5T 计 算 基因 的 相对 表达 量 。 


#1 荧光 定量 PCR 特异 性 引物 
Table 1 The primers for qRT-PCR 


基因 


引物 (5”-3”) 


pPPIA-F 
pPPIA-R 
hGAPDH-F 


hGAPDH-R 


AGACAGCAGAAAACTTCCGTG 
ACTTGCCACCAGTGCCATTA 
GTCAGTGGTGGACCTGACCT 


AGGGGAGATTCAGTGTGGTG 


61 


pIL-17-F 
pIL-17-R 
hIL-17-F 
hIL-17-R 
pReglIIy-F 
pReglIIy-R. 
hReglIIa-F 
hReglIIa-R 
pS100A8-F 
pS100A8-R 
hS100A8-F 
hS100A8-R 
pBD2-F 
pBD2-R 
hBD2-F 
hBD2-R 
pJAK1-F 
pJAKI-R 
hJAKI-F 
hJAK1-R 
pSTATI-F 
pSTATI-R 
hSTATI-F 
hSTATI-R 
pSTAT3-F 
pSTAT3-R 
hSTAT3-F 
hSTAT3-R 
plL-6-F 
pIL-6-R 
hIL-6-F 
hIL-6-R 
pIL-12-F 
pIL-12-R 
hIL-12-F 
hIL-12-R 
pINF-a-F 
pINF-a-R 
hTNF-a-F 


hTNF-a-R 


CAGACGGCCCTCAGATTACTCCA 
AGCCCACTGTCACCATCACTTTCT 
ACCAATCCCAAAAGGTCCTC 
CACTTTGCCTCCCAGATCAC 
CCACCGAGGGCTTGGAA 
GCAACGTAATTGAGCACATCAGA 
TATGGCTCCCACTGCTATGCCT 
TCTTCACCAGGGAGGACACGAA 
GCGTAGATGGCGTGGTAA 
GCCCTGCATGTGCTTTGT 
ATGCCGTCTACAGGGATGAC 
ACGCCCATCTTTATCACCAG 
CCAGAGGTCCGACCACTA 
GGTCCCTTCAATCCTGTT 
CATGAGGGTCTTGTATCTCCTCT 
CCTCCTCATGGCTTTTTGCAGC 
TTTGAGAAGTCCGAGGTGCTA 
CAGGATCTGCTTCTTCAGGTG 
TTCTACATGGGGGGATAG 
TAAGTATGGAAACCCTCTAA 
TCTGGCACAGTGGCTAGAAAATC 
GAAAACGGATGGTGGCAAAC 
AGTCTTGGCACCTAACGTGCTG 
AGTTCGTACCACTGAGACATCCTG 
TGCAGCAGAAAGTGAGCTAC 
CCGGTCTTGATGACTAATGG 
GGAGGAGTTGCAGCAAAAG 
TGTGTTTGTGCCCAGAATGT 
GGCAAAAGGGAAAGAATCCAG 
CGTTCTGTGACTGCAGCTTATCC 
ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG 
CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG 
TAGCCACGAATGAGAGTTGCC 
AGGCACAGGGTTGTCATAAAAGA 
CCACTCCAGACCCAGGAATG 
GACGGCCCTCAGCAGGT 
CGACTCAGTGCCGAGATCAA 
CCTGCCCAGATTCAGCAAAG 
CCCAGGGACCTCTCTCTAATC 


ATGGGCTACAGGCTTGTCACT 


Chinay n "rM 
C hInaAIV 口 


61 


51 


50 


60 


56 


54 


56 


51 


52.4 


Note: p before the primers means they are porcine primers, h before the primers means they are human primers. 


1.2.5 WAKE A4 bs TEE ad A 24 ei A 


株 接种 于 MH 肉 汤 培养 基 并 培养 其 处 于 对 数 生 


长 期 ， 后 稀释 到 约 为 1x105 CFU/mL (ODseoo0 约 为 0.005) 。 然 后 将 其 接种 到 96 孔 板 上 ， 取 
100uL (原液 ) 、50hL (2 倍 稀释 ) 和 25uL (4 倍 稀释 ) 收集 的 三 种 上 清 液 分 别 加 入 其 中 ， 


细胞 培养 基 补 充 每 孔 至 200nkL。 设 置 加 入 抗生素 为 阳性 对 照 ， 只 加 细菌 为 阴性 对 照 ， 不 加 
细菌 为 空白 对 照 。 置 于 37C A 16h 后 ， 用 热电 酶 标 仪 检测 ODeoo 值 。 
1.2.6 数据 分 析 UL IL-17 组 作为 实验 组 ， 以 Cell 组 作为 对 照 组 。 对 以 上 数据 在 同一 时 间 的 
不 同 组 别 之 间 的 差异 进行 统计 学 分 析 ， 使 用 的 统计 学 软件 是 GraphPad Prism 6， 分 析 方 法 是 
双 因 素 方 差分 析 的 多 重 比较 ， 采 用 Sidak 法 。 当 P«0.05 时 ， 认 为 不 同 组 别 之 间 有 显著 性 差 
异 。 
2 结果 
2.1 猪 IL-17 基因 的 扩 增 

经 过 菌 液 PCR 扩 增 得 到 片段 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 ， 其 中 大 小 约 为 500bp 的 条 带 为 
IL-17， 这 与 预期 相符 〈 图 1) 。 


1000bp. 
700bp. 
500bp 


图 1IL-17 基因 的 扩 增 
Figure 1 Amplification of IL-17 gene by PCR 


Lane M: 100bp DNA Ladder; Lane 1: Negative Control; Lane 2: IL-17 Amplification Product 


2. 2 重组 真 核 表 达 载 体 PV17 的 构建 

重组 质粒 PV17 单 克隆 菌落 的 PCR 产物 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 显 示 条 带 大 小 与 预 
期 相符 《图 略 ) 。 进 一 步 提取 质粒 进行 双 酶 切 ， 产 物 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 ， 在 PV17 质粒 
泳 道 发 现 约 为 3000bp 和 500bp 的 两 条 条 带 ， 与 预期 大 小 相符 《图 2) 。 将 鉴定 为 阳性 的 质 
粒 送 成 都 擎 科 公司 测序 , 测序 结果 用 DNAStar 软件 分 析 。 发 现 重组 质粒 中 的 IL-17 片段 序列 
与 GenBank 中 公布 的 猪 IL-17 (NM_001005729.1) 基 因 序 列 同 源 性 为 100%， 表 明成 功 构 建 重 


组 真 核 表 达 载 体 PV17。 


5000bp- 
3000bp. 


2000br 


1000bp. 
750bp 


500bp 


2 PV17 双 酶 切 产物 
Figure 2 Restriction enzyme digestion products of PV17 
Lane M: 2K plus DNA Marker; Lane 1: PV17 digestion products 
2.3 荧光 定量 PCR 检测 细胞 中 基因 相对 表达 量 
2.3.1 IL-17 基因 表达 的 定量 分 析 图 3 的 结果 表明 ， 转 染 PV17 质粒 的 实验 组 的 三 种 效应 
细胞 中 的 IL-17 基因 表达 水 平 在 转 染 后 的 全 时 间 段 均 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05)。 


IPEC-J2 细 胞 HaCaT 细 胞 L02 细 胞 
IL-17 IL-17 IL-17 
4000000- 250000. 1500000- 

a E IL-17 a E IL-17 E IL-17 
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转 染 后 时 间 (h) 转 染 后 时 间 (h) 转 染 后 时 间 (h) 
a) (b) (c) 


图 3 细胞 中 IL-17 基因 表达 量 的 变化 


Figure 3 Expression change of IL-17 gene in cells 


(a): Expression change of IL-17 gene in IPEC-J2 cells; (b): Expression change of IL-17 gene in HaCaT cells; (c): Expression change of 


Note: Different 


2.3.2 抗菌 肽 基因 表达 的 定量 


IL-17 gene in L02 cells. 


differences. T! 


分 析 


he followings are the same as here. 


由 图 4 可 知 ， 在 PEC-J2 细胞 中 ， 实 验 组 的 Reglll. 


etters Tepresent multiple comparisons, different letters mean significant differences，the same letters mean no significant 


S100A8 和 BD2 基因 的 表达 水 平 在 48h、72h 时 均 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05)。 在 HaCaT 细胞 
和 L02 细胞 中 ， 实 验 组 的 三 种 抗菌 肽 基因 的 表达 水 平 与 对 照 组 相 比 ， 在 24h、48h 时 均 出 现 
EL Ge ur 三 H 
显著 上 调 ;， 而 在 72h 时 ， 实 验 组 中 仅 有 S100A8 基因 的 的 达 量 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05)。 
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图 4 细胞 中 抗菌 肽 基因 表达 量 的 变化 


Figure 4 Expression change of antimicrobial peptide genes in cells 


(a) (b) (c): Expression change of ReglII gene in IPEC-J2 cells, HaCaT cells and L02 cells; (d) (e) (f): Expression change of S100A8 gene 


in IPEC-J2 cells, HaCaT cells and L02 cells; (g) (h) (i): Expression change of BD2 gene in IPEC-J2 cells, HaCaT cells and L02 cells. 
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2.3.3 JAK-STAT 信号 通路 


因 表达 的 定量 分 析 
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5 细胞 中 JAK-STAT 信号 通路 基因 表达 量 的 变化 
Figure $ Expression change of JAK-STAT signaling pathway genes in cells 
(a) (b) (c): Expression change of JAK1 gene in IPEC-J2 cells, HaCaT cells and L02 cells; (d) (e) (f): Expression change of STATI gene in 
IPEC-J2 cells, HaCaT cells and L02 cells; (g) (h) (i): Expression change of STAT3 gene in IPEC-J2 cells, HaCaT cells and L02 cells. 
2.3.4 细胞 因子 基因 表达 的 定量 分 析 由 图 6 的 结果 可 知 , 与 对 照 组 相 比 , 实验 组 在 3 种 
ALP AY IL-6, IL-12 和 TNF-a 基 因 表 达 水 平 在 不 同 的 时 间 段 内 出 现 显著 增加 (P<0.05)。 其 中 ， 
实验 组 的 IL-6 基因 的 表达 量 在 48h 时 均 显 著 高 于 对 照 组 ，HaCaT 细胞 中 的 IL-12 基因 表达 
水 平 在 24-72h 时 均 显 著 高 于 对 照 组 ，L02 细胞 中 的 TNF-a 基 因 的 表达 水 平 在 24-72h 时 也 均 


显著 高 于 对 照 组 (P<0.05)。 
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细胞 中 细胞 因子 基因 表达 量 的 变化 


Figure 6 Expression change of cytokine genes in cells 


(i) 


(a) (b) (c): Expression change of IL-6 gene in IPEC-J2 cells, HaCaT cells and L02 cells; (d) (e) (f): Expression change of IL-12 gene in 


IPEC-J2 cells, HaCaT cells and L02 cells; (g) (h) (i): Expression change of TNF-a gene in IPEC-J2 cells, HaCaT cells and L02 cells. 


2.4 抑 菌 实验 检测 转 染 基因 的 生物 活性 
2.4.1 大 肠 杆 菌 抑 菌 结果 ”上 清 液 对 大 肠 杆 菌 的 抑 菌 效果 如 图 7， 结 果 表 明 与 对 照 组 相 比 ， 
FE 长 (P<0.05)。 在 大 肠 杆菌 标 


三 种 不 同 浓度 的 细胞 上 清 液 分 别 能 显著 性 抑制 两 种 大 肠 杆菌 
实验 组 上 清 液 2 倍 稀释 时 均 能 显著 性 抑制 细菌 


准 菌 中 , 三 


验 组 的 1、2、4 倍 稀释 的 上 清 液 均 能 明显 抑制 台 


大 致 相同 的 趋势 P<0.05)。 
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茵 增殖 ， 并 且 不 同 的 上 清 液 处 理 之 间 均 显示 
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图 7 上 清 液 对 大 肠 杆 菌 的 抑 菌 效果 
Figure 7 Inhibition effect of the supernatants on the proliferation of E. coil 

(a) (b) (c): Inhibition effect of the three supernatants on the proliferation of standard E. coil; (d) (c) (f): Inhibition effect of the three 

supernatants on the proliferation of drug-resistant E. coil. 

Note: PC means positive control, NC means negative control, BC means blank control. The followings are the same as here. 
2.4.2 金黄 色 葡 萄 球菌 抑 菌 结果 ”如 图 8 所 示 ， 与 对 照 组 的 两 种 金黄 色 和 葡萄 球菌 的 生长 相 
比 ， 实 验 组 的 细菌 增殖 能 在 不 同 稀释 倍数 下 被 显著 性 地 抑制 P<0.05)。 在 金黄 色 和 葡萄 球菌 标 
准 菌 中 ， 实 验 组 上 清 液 仅 在 原液 时 能 显著 性 抑制 细菌 增殖 ， 其 中 ，IPEC-J2 细胞 的 上 清 液 效 
果 最 好 ， 在 三 种 稀释 倍数 下 均 能 显著 性 抑制 P<0.03)。 而 在 金黄 色 葡 萄 球菌 耐 药 菌 中 ， 只 有 


L02 细胞 的 上 清 液 在 原液 或 2 倍 稀释 时 能 显著 性 抑制 细菌 增殖 (P<0.05)。 
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图 8 上 清 液 对 金黄 色 葡 萄 球菌 的 抑 菌 效 果 
Figure 8 Inhibition effect of the supernatants on the proliferation of S. aureus 
(a) (b) (c): Inhibition effect of the three supernatants on the proliferation of standard S. aureus; (d) (e) (f): Inhibition effect of the three 
supernatants on the proliferation of drug-resistant S. aureus. 
3 讨论 
FA IL-17 在 固有 性 免疫 和 适应 性 免疫 水 平均 参与 了 机 体 的 免疫 调节 ， 然 而 其 在 感染 
性 疾病 发 生发 展 中 的 作用 主要 涉及 与 体外 接触 的 上 皮 细 胞 和 犁 膜 组 织 抵抗 病原 体感 染 , ARSE 
验 按 此 方法 设计 其 活性 分 析 实 验 0?20。 在 少数 有 关 猪 IL-17 基因 的 研究 中 ，Katoh 等 首先 于 
2004 年 克隆 和 原核 表达 了 猪 IL-17， 并 研究 其 部 分 生物 活性 和 在 猪 体 内 各 组 织 的 表达 丰 度 
C7, ftp, AA IL-17 基因 的 研究 也 十 分 有 限 ， 仅 仅 克 隆 和 鉴定 了 猪 代 -17 基因 ， 并 没有 进 
一 步 研 究 其 免疫 生物 活性 0779。 
本 实验 成 功 构建 真 核 表 达 质 粒 PV17， 且 基因 片段 前 端 包含 一 段 TPA 信和 号 肽 序列 ， 用 
以 分 泌 型 表达 收集 上 清 液 ， 然 后 转 染 IPEC-J2 细胞 、HaCaT 细胞 和 L02 细胞 ， 收 集 到 的 允 
胞 和 上 清 液 通过 GPCR 和 抑 菌 实验 两 种 方式 来 确证 IL-17 及 其 相关 基因 的 表达 量 和 和 蛋白 活性 
情况 。 
结果 表明 ,实验 组 的 3 种 间 细 胞 中 均 有 IL-17 基因 的 大 量 表达 ， 提 示 IL-17 基因 均 成 功 
转 染 到 细胞 中 ， 重 要 的 是 实验 组 细胞 的 3 种 抗菌 肽 基因 RegII、S100A8 和 BD2 的 表达 量 均 
出 现 显著 上 调 (P<0.05)。 抗 菌 肽 具有 独特 的 抗 感染 性 和 抗菌 活性 所 。 先 前 的 研究 也 表明 ， 人 
Js IL-17 能 够 诱导 多 种 上 皮 细 胞 产生 多 种 抗菌 肽 , 如 BD2. S100A9 等 ， 且 呈 浓 度 依赖 性 P9。 
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实验 还 检测 了 转 染 细胞 上 清 液 的 抑 菌 活性 , 三 种 真 核 表 达 细 胞 上 清 液 均 能 在 不 同体 积 下 显著 
性 地 抑制 四 种 细菌 的 生长 P<0.053)， 尽 管 细菌 处 在 静止 过 夜 的 时 间 ， 仍 能 看 出 生长 增殖 被 抑 
制 ， 其 中 对 大 肠 杆 菌 耐 药 菌 的 增殖 的 抑制 效果 最 为 显著 。 显 示 分 泌 性 表达 的 IL-17 蛋白 诱导 
产生 抗菌 肽 具有 明显 的 抑 菌 功能 ， 且 对 耐 药 菌 能 产生 显著 的 抑 菌 效应 。 

对 JAK-STAT 信号 通路 中 基因 表达 的 定量 分 析 表 明 , 实验 组 的 JAK1、STAT1 和 STAT3 
因 表 达 水 平 在 不 同 的 时 间 段 内 均 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05)。 而 JAK-STAT 信号 通路 参与 了 
细胞 增殖 、 分 化 、 凋 亡 及 免疫 调节 等 多 种 重要 生物 学 过 程 P1。 其 中 JAK 参与 许多 细胞 因子 
EERS, SNJ GUERRE; STATI 介 导 干扰 素 的 响应 ,促进 Thl 型 细胞 分 化 ; STAT3 
参与 细胞 生长 、 炎 性 细胞 因子 基因 转录 等 过 程 P6289。 实 验 组 的 IL-6, IL-12 和 TNF-a 三 种 基 
因 表达 水 平均 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05)。 这 表明 IL-17 能 诱导 Thl 和 Th2 型 细胞 因子 ， 促 进 
免疫 防御 动员 进一步 扩大 和 增强 。 这些 基因 表达 水 平 的 上 升 表 明 重 组 载体 PV17 的 转 染 增强 
了 误 细 胞 免疫 应 答 及 参与 了 革 细 胞 的 抗菌 过 程 。 

总 之 , 我 们 的 研究 成 功 构 建 猪 IL-17 真 核 分 泌 型 表达 载体 PV17, 并 将 其 转 染 三 种 细胞 ， 
证 实 其 能 够 诱导 多 种 抗菌 肽 的 产生 ,上调 JAK-STAT 信号 通路 基因 和 部 分 细胞 因子 基因 的 
达 ， 并 且 其 上 清 液 具有 一 定 的 抑 菌 作用 。 这 为 进一步 研究 IL-17 作为 新 型 防 病 抗 感染 分 子 生 
物 制剂 商定 了 基础 。 
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Eukaryotic Expression of Porcine IL-17 Gene and its 


Bioactivity 
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Abstract Objective: To study porcine interleukin-17(IL-17) eukaryotic expression and their 
biologic activity. Methods: The IL-17 gene was amplified by PCR and cloned into eukaryotic 
expression vector pVAX1, named PV17. PV17 was transfected into IPEC-J2 cells, HaCaT cells 
and L02 cells, thereafter the cells were collected on hours 24, 48 and 72, the supernatants were 
collected on hours 48. Related genes expression levels in cells were analysed by qRT-PCR, 
bioactivity of antimicrobial peptides in supernatants were analyzed by bacteriostatic test in vitro. 
Results: The eukaryotic expression plasmid of the porcine IL-17 gene was constructed and 
transfected into the three eukaryotic cells, and could expressed in target cells. The expression 
levels of antimicrobial peptide genes (ReglII, S100A8 and BD2), JAK-STAT signaling pathway 
genes (JAK1, STATI and STAT3) and cytokine genes (IL-6, IL-12 and TNF-a) were significantly 
up-regulated. Furthermore, the supernatants have marked bacteriostatic effect on E. coli and S. 
aureus. Conclusion: The recombinant plasmid of the porcine IL-17 gene was constructed and 
expressed in target cells, and the expressed products elicited the significant increases of cytokines 
and antibacterial peptides, which manifested obvious antibacterial activities against E. coli and S. 
aureus drug-resistant bacteria, and facilitated the further development of porcine IL-17 as the 
antibacterial reagent. 
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